XXVI JJ I A 100 ANOS DE LA REFORMA UNIVERSITARIA

JORNADAS DE JOVENES SABER TE HACE LIBRE
INVESTIGADORES AUGM

Universidad Nacional de Cuyo | Mendoza | Argentina 17, 18 y 19 de octubre de 2018

29. Ciencia, Tecnologia, e Innovacion
Estandarizacién de dos PCR multiplex como base de un Test de genotipado para
Pejerrey (Odontesthes bonariensis).
Sapino, Roman; Arranz Silvia E; Diaz, Juan; Faggiani, Mariano; Villanova, Gabriela V.
*rsapino@fbioyf.unr.edu.ar

Laboratorio de Biotecnologia Acuatica (FCByF UNR - Min. CTelP Sta Fe)
Acuario del Rio Parana

Resumen

El pejerrey bonaerense es una especie de gran importancia econémica en Argentina. La
piscicultura de pejerrey data de varias décadas en las que se ha poblado o repoblado
ambientes con larvas. A pesar de la importancia de esta especie, la informacién sobre la
diversidad genética de sus poblaciones, que sirva para la mejora de su produccion o para la
mitigacion del impacto de las resiembras, es escasa. En este trabajo se propone el
desarrollo de un test de genotipado basado en dos reacciones de PCR multiplex utilizando
marcadores microsatélites. Se seleccionaron 13 marcadores descriptos en la bibliografia
gue fueron estandarizados. Luego, los marcadores se evaluaron en una poblacion silvestre
(n=20). Se extrajo el ADN a partir de tejido de cada individuo y se amplifico por PCR los 13
marcadores microsatélites. Los productos de amplificacion fueron resueltos en geles de
poliacrilamida tefiidos con plata. Para cada individuo se obtuvo un genotipo. Para cada
locus, se determind el nimero de alelos, heterocigocidad observada y esperada, frecuencia
de alelos nulos, contenidos de informacion polimérfica (PIC), y probabilidad de exclusion.
Teniendo en cuenta estos parametros, se seleccionaron 7 loci que fueron combinados en
dos PCR multiplex M1 y M2 de acuerdo a los tamafios de los fragmentos que produce su
amplificacién. Los cebadores se marcaron fluorescentemente, y se estandarizaron las
condiciones para M1 y M2. Las amplificaciones se evaluaron por electroforesis capilar.
Dichas multiplex constituyen la base del Test de genotipado y grado de parentesco para
pejerrey. Esta herramienta permitir4 evaluar la diversidad genética y el grado de parentesco
existente entre los reproductores de los centros de cultivo evitando la depresion

consanguinea.
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Introduccion

El pejerrey bonaerense (Odontesthes
bonariensis) es un pez nativo que habita
diferentes ambientes de aguas
continentales, tales como estuarios,
lagunas y rios de Argentina, Chile,
Uruguay y Perd. También ha sido
introducido en paises de otros continentes
como por ejemplo ltalia y Japon.
Pertenece a la Familia Atherinopsidae,
Orden Atheriniformes, Superorden
Acanthopterygii. En Argentina, el pejerrey
es la especie emblematica de las
pesquerias recreativas y deportivas. Su
dispersién, a través de siembras vy
resiembras, se realiza desde hace mas de
un siglo. La especie se adapta a amplios
rangos de pH, salinidad y temperaturas.
Hasta el momento el cultivo intensivo de
pejerrey no es rentable econémicamente
debido a su baja tasa de crecimiento. En
los dltimos afios se ha avanzado en la
obtencién alevinos en sistemas cerrados
(Miranda et al. 2006), la optimizacion de
Su cria en cautiverio y el conocimiento de
la endocrinologia del crecimiento (Arranz
et al. 2008). La piscicultura del pejerrey
continua limitandose a poblar y repoblar
ambientes con larvas o alevinos. Su
pesca, moviliza a mas de 5 millones de
pescadores recreativos en nuestro pais y
representa un movimiento econémico de
més de U$S 2.000 millones anuales en la

provincia de Buenos Aires. La produccién

de ovas y alevines de pejerrey para
siembra comprendieron mas de 173
millones de unidades en los ultimos 10
afnos, y ha sido realizada principalmente
por la estacion hidrobiolégica de
Chascomus (MinAgr., Gobierno de la
Provincia de Bs. As.).

Por otra parte, la informaciéon sobre la
diversidad genética de las poblaciones
silvestres y de cultivo que sirva de base
para la mitigacion del impacto de las
resiembras es escasa. Segun Cruzan
(2001), el nivel de diversidad genética es
un indicador de la vitalidad general de una
especie y su potencial para la respuesta
evolutiva a los cambios ambientales. Se
espera que los peces de agua dulce
tengan altos niveles de diversidad
genética debido a la fragmentacion natural
de los rios y lagos. Sin embargo, las
introducciones intencionales para la
pesca, la acuicultura y repoblar los
sistemas de agua dulce, en la mitigacién
de las reducciones de la poblacién, puede
homogeneizar las poblaciones. Olden et
al. (2004) sugirieron que las alteraciones
antrépicas y la dispersion asistida han
producido la homogeneizacién genética y
reducido el componente espacial de la
variabilidad genética en especies o entre
sus poblaciones. A través de estudios de
demostré

diversidad  genética  se

homogenizacion genética en 0.

bonariensis entre sitios afectados por la

c\nﬂ=’ Asociacién de Universidades R
GRUPO MONTEVIDEO Tz UNIVERSIDAD
éﬂ > ‘ NACIONAL DE CUYO

e

1918 2018

CENTENARIO

DE LA REFORMA UNIVERSITARIA




pesca comercial y deportiva, producto de
individuos de otros
2017).

observo menor diversidad genética en una

la introduccién de

sitios  (Valencia, Ademas, se

poblaciéon de cultivo de Argentina,
respecto de una poblacion silvestre
(Villanova et al. 2013). Sumado a esto, el
desarrollo de la piscicultura sostenible
requiere de la evaluacion de la diversidad
genética presente en las poblaciones
naturales. Esta informacion es necesaria
para ser tomada como parametro para ser
comparada con la diversidad genética
presente en los stocks de reproductores
mantenidos en cautiverio, permitiendo
organizar la manera en que se llevan a
cabo las cruzas, procurando disminuir al
minimo la endogamia.

Una de las herramientas moleculares mas
utiizadas para estimar la diversidad
genética de las poblaciones de peces son
los marcadores moleculares
microsatélites. El desarrollo de

microsatélites  para  especies  con
importancia en acuicultura ha crecido
enormemente en los Ultimos afios dada su
utiidad para la identificacion vy
diferenciacion de especies, poblaciones y
stocks, estudios de variacion genética y
estructura demografica de las poblaciones
naturales, control de endogamia y grado
de parentesco, evaluacion de cuellos de
botella demogréficos en poblaciones

naturales, propagacion asistida en
programas de repoblamiento, y mapas de

ligamiento o programas de seleccion
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genética  asistida por  marcadores
(revisado por Chistiakov et al. 2006).

La utilizacion de PCR multiplex, donde
dos o mas loci son amplificados
simultaneamente en la misma reaccion,
disminuye el namero de reacciones por
experimento, la cantidad de reactivos y
también la cantidad de ADN. Ademas,
reduce el tiempo y los errores asociados,
y €s una técnica poderosa que puede
aumentar la productividad de los estudios
genéticos. En la Dbibliografia, se
encuentran disponibles 49 marcadores
microsatélites  descriptos para  O.
bonariensis (Beheregaray y Sunnucks
2000, Koshimizu et al. 2009, Villanova et
al. 2013), que podrian ser utilizados para
el estudios de genética de poblaciones de
pejerrey.
Conocer la diversidad genética y la
estructura genética en el area nativa del
pejerrey argentino es fundamental para
reconocer el efecto de las acciones
humanas en su conectividad ecoldgica y
las posibles consecuencias (como la
homogeneizacibn y, por lo tanto,
reduccion del componente espacial de la
variacion genética) con el fin de
desarrollar estrategias de conservacion
(Crook et al., 2015).

Objetivos

Se plantea como objetivo general de este
trabajo el desarrollo de un test de
genotipado para Pejerrey (Odontesthes
bonariensis) formado por 2 reacciones de
PCR multiplex, compuestas por hasta 4

marcadores microsatelites cada una.
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Para cumplir con lo propuesto se plantean
los siguientes objetivos especificos:

1- Estandarizar en el Laboratorio de
Biotecnologia  Acuatica marcadores
microsatélites previamente descriptos en
la bibliografia y determinar sus parametros

de polimorfismo.

2- Estandarizar dos reacciones de PCR

multiplex  utilizando los marcadores
seleccionados.

Materiales y Métodos

Material biolégico

Se utilizaron muestras de aleta caudal de
20 ejemplares de pejerrey O. bonariensis,
obtenidos de la laguna de Chacomus (Bs.
As)).

Obtencién de ADN

La extraccibn de ADN de alto peso
molecular de O.bonariensis se realizé de
acuerdo al método descripto por Lopera-
Barrero (2008). Las muestras de aletas
(20 mg) se trataron con 500 pL de buffer
de lisis (50 mM de Tris-HCI, pH 8.0; 50
mM de EDTA; 100 mM de NaC1l; 1% de
SDS) y 5 pL de proteinasa K (20 mg/mL).
Inmediatamente se incub6 a 55°C por 2 h.
Se adicioné 5 pL de RNAsa (4mg/mL) y se
continu6é el tratamiento a 55°C por una
hora méas. Luego de una centrifugacion a
13000 rpm y 4°C durante 15 min en
centrifuga Sorvall ST 16R (Thermo
Scientific), se traté el sobrenadante con
300 pL de NaCl 5 M, se agitd
vigorosamente y se centrifugdé a 13000
rom y 4°C durante 15 min recuperando

500 pL del sobrenadante. A éste se le
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agrego 1 mL de etanol absoluto frio y 50
ML de acetato de sodio 10 M y se lo
incub6 a -20°C durante 16 h. Las
muestras de ADN fueron centrifugadas a
13000 rpm y 4°C durante 15 min. El
precipitado se lavd con 750 uyL de etanol
70% y se centrifugé a 13000 rpm y 4°C
durante 15 min. Luego de descartar el
sobrenadante, el precipitado se secé en
una estufa a 37°C. Finalmente el mismo
se solubilizé6 en 100 yL agua destilada a
55°C por 2h. La integridad del ADN
obtenido se estimé en geles de agarosa
1% (p/v) tefiidos con Gel-Green (Biotium).
Su concentracibn se  midi6  por
espectroscopia de absorcion UV-Vis (a
260 nm) en el espectrofotbmetro
NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) y se
midi6 la relacibon de absorbancias
260nm/280nm para verificar la calidad de
la extraccion. El ADN se conservo a -20°C
y se prepararon soluciones de uso a una
concentracion de 50 ng/uL que se
mantuvieron a 4°C.

Estandarizacién de la amplificacién por
PCR de los loci microsatélites

Se  seleccionaron 13  marcadores
descriptos en la literatura, de acuerdo a
sus tamafios y temperaturas de
hibridacion. Once descriptos para O.
bonariensis por Koshimizu et al. (2009) y
Villanova et al. (2013), Obo02, Obo05,
Obo26, Obo46, Obo54, Obo59, Obo71,
Obo77 y OdLAR94, OdLAR95, OdLAR96,
respectivamente. Y dos descriptos para O.
argentinensis  por

Sunnucks (2000), Odont02 y Odont23.

Beheregaray &
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microsatelites fueron
PCR

utilizando cebadores no marcados, en un

Los distintos loci

amplificados  por singleplex,
volumen final 20 pL. Incluyendo, buffer
PCR 1X (Invitrogen), MgCl, 1,5 mM,
dNTPs 0,1 mM, 0,2 pM de cada
oligonucledtido cebador, 1 U de Taq ADN
Polimerasa (Invitrogen), 50 ng de ADN

molde, completando el volumen con agua

destilada.
Las amplificaciones se  realizaron
mediante un ciclo inicial de

desnaturalizacion a 95°C durante 5 min,
35 ciclos secuenciales de
desnaturalizacion durante 1 min a 94°C,
anillado de 40 s a 60°C y extension de 40
s a 72°C, y una etapa final de elongacién
a 72°C por 10 min. La verificacion de la
amplificacion se realizd por electroforesis
en geles de agarosa al 3% (p/v) tefidos
con Gel-Green (Biotium).
Caracterizacién de los loci
microsatélites

La evaluacion del polimorfismo y la
utilidad de los marcadores, se realizd6 por
genatipificacion de los individuos mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida,
en condiciones desnaturalizantes. Se
emplearon concentraciones de acrilamida
de 7, 8 y 10% (p/v) preparada por
disolucion en buffer TBE (tris-base 89 mM;
ac. borico 89 mM; EDTA 2 mM; pH 8,3) y
suplementada con urea 7 M. Para la
preparacion de cada gel se utilizaron 60
mL de la mezcla, que se polimerizé
utilizando 100 pL de APS al 25% (p/v) y

50 uyL de TEMED. Los geles fueron
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armados utilizando el sistema Sequi-Gen
GT System (Bio-Rad). Al vidrio de soporte
del gel se lo traté con 3 pL del agente
silanizante Bind Silane (Sigma-Aldrich),
mezclado con 5 pL acido acético 0,5%
(v/v) y 950 pL de etanol 96%. El vidrio
corto se tratdé con 2 mL de Repel Silane
(Sigma-Aldrich). Se realizé una pre-corrida
electroforética en una solucion TBE 0,5X
aplicando una potencia de 55 W hasta
llegar a una temperatura estable de 50°C
durante una hora. Luego se procedid a
sembrar las muestras, que previamente se
mezclaron en partes iguales con una
solucion de siembra 2X (azul de
bromofenol 0,1% (p/v); xilencianol 0,1%
(p/v); 10 mM EDTA, pH 8,0, formamida
0,1% (v/v)) y se incubaron a 95°C durante
7 min. Se utiliz6 un marcador de peso
molecular comercial de 10 pb (Invitrogen)
y uno de 50 pb (PB-L).
electroforética se realiz6 a 55 W y 50°C

La corrida

hasta que el marcador de frente xilen-
cianol alcanz6 el borde inferior del gel.
Luego de la corrida electroforética se
realizé una tincién con sales de plata de
acuerdo al método descripto por Bassam
(1991).

La asignacion de alelos para cada
individuo, de acuerdo al tamafio de los
fragmentos, se realizé con el programa
GelAnalyzer 20102,

Los estimadores de diversidad genética
utilizados, como el nimero de alelos (Na),
(Ho),

heterocigosidad esperada (He), contenido

la heterocigosidad observada

polimérfico (PIC), la frecuencia de alelos
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nulos (Fnull) y las probabilidades de
exclusion (Excll 'y Excl2) fueron
estimados utilizando el programa Cervus
v.3.0.7.

Estandarizacion de reacciones de PCR
multiplex

Para la amplificacién simultdnea de varios
microsatélites se realizaron dos
reacciones multiplex denominadas M1 y
M2 utilizando el kit comercial QIAGEN
Multiplex PCR (QIAGEN). El cebador
forward de cada par fue marcado
fluorescentemente en el extremo 5 del
oligonucledtido. Los fluoréforos utilizados
fueron: VIC, NED, PET y FAM. En la
reaccion M1 se amplificaron
conjuntamente los marcadores Obo02,
Obo26, Obo59 y Odont02. En la reaccion
M2 se amplificaron los marcadores
Obo54, Obo71 y OdLAR95.

Las condiciones de reaccion de PCR para
M1 y M2 fueron, QIAGEN multiplex PCR
master mix 1X; 0,2 yM de cada cebador;
50 ng de ADN molde y se completé con
agua destilada para un volumen final de
15 uL. Las amplificaciones se realizaron
mediante las mismas condiciones
descriptas para las reacciones de PCR
Singleplex.

Los distintos fragmentos microsatélites
amplificados en cada multiplex fueron
analizados inicialmente por electroforesis
en geles de agarosa al 3% (p/v) y luego
por electroforesis capilar utilizando el
servicio de Macrogen Inc (Seoul, Corea).
La asignacion de alelos para cada

individuo, de acuerdo al tamafio de los
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fragmentos se realiz6 con el programa
Peak Scanner (Applied Biosystems).
Resultados

Seleccibén de los marcadores
microsatelites a utilizar.

Teniendo en cuenta el objetivo planteado,
de desarrollar dos reacciones multiplex, se
seleccionaron 13 marcadores
microsatelites informados en la literatura
(Tabla 1). EI criterio utilizado para la
seleccion fue: que la temperatura de
anillado sea similar y que los tamafos de
los fragmentos de amplificacion estén
entre 100 y 300 pb. Siendo este un
requisito para que tengan eficiencias de
amplificacion similares.

Estandarizaciéon de las condiciones de
amplificacion para cada marcador.

La estandarizacion del protocolo del PCR
consiste en definir las condiciones 6ptimas
de amplificacibn para cada par de
cebadores. Entre los parametros a evaluar
se encuentran, temperatura de hibridacién
(Ta), concentracion de ADN,
concentracion de cebadores y
concentracion de MgCl,. Ademas, se
evalia también el nimero de ciclos de la
reaccion de PCR.

Se analizé6 la amplificacion de los 13
marcadores seleccionados, en dos
muestras de la poblacion natural. Se
observd amplificacion de todos ellos, con
excepcion del marcador Odont23 en el
cual no se observo presencia de bandas,
por lo que fue descartado para estudios
posteriores. En el caso de los marcadores

Obo26 y Obo59, se disminuydé la
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concentracion de MgCl, (1 mM) y se
aumento la cantidad de ciclos de reaccion
(37 ciclos), de modo de lograr mayor
especificidad y mayor cantidad de
producto de amplificacion.

Una vez logradas las condiciones de
amplificacibn para cada marcador, las
mismas se utilizaron para la amplificacién
de los microsatélites en todos los
individuos de la poblacién (n=20).
Genotipificacion de individuos por
electroforesis de ADN en geles de
poliacrilamida

Los productos de PCR obtenidos para
cada muestra con cada par de cebadores,
se separaron y visualizaron en geles de

poliacrilamida al 7, 8 y 10% (p/V) en

condiciones desnaturalizantes y se tifieron
con sales de plata. Se obtuvieron
imagenes de los mismos, que fueron
analizadas con el programa GelAnalyzer
20108, para

moleculares de los

estimar los tamaifos
microsatélites
amplificados. En el caso del marcador
OdLAR94, presento bandas muy tenues
que imposibilitaron la  asignacion de
alelos a cada individuo, a la vez que, se
observé poco polimorfismo, por lo que fue
descartado para analisis posteriores.
Andlisis de parametros de diversidad
genética

Una vez recopilados los genotipos de
cada individuo de la poblacion natural

(n=20) se realizé el estudio de los

Locus Secuencia del cebador (5°- 3) Motivo Ta(°C) Tamaiio (pb)
v | ISTICCOTIONTES o 0 e
ows | FOGMTIHOREE sy e
onozs | FOACCAGCAGCIGTAACTCIA (cycccicnps g0 magass
ws | [OTCCOCHMTTS o ous
Obo77 F&Tﬁgﬁﬁlﬁiﬁéﬁﬁﬁg@g@ggg (CA)ATA(CA)14 58 138-176
ooonn | TETOTNITT oy s
Odont23 Rgg_&i@gﬁ?gg&}iﬁ;ic (GA)23 59 108-180
ot | SITHATATT e s e
v | [LATACHTATT  orproeon  sn wovms
oo | ST oy aman
ouos | FAAECCOMGEING oy w0 o
ouos | IO oy ong
ounor | TSMHAIICHE om0 o

Tabla 1: Caracteristicas de los marcadores microsatélites utilizados.

Ta: temperatura de anillado de los cebadores. Pb: pares de bases.
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de
utilizando los marcadores Obo02, Obo05,
Obo26, Obo46, Obo54, Obo59, Obo71,
Obo77, OdLAR95, OdLAR96, y Odont02.

Los parametros analizados fueron el

parametros diversidad genética

namero de alelos (Na), la heterocigosidad
(Ho), la

esperada (He), el contenido polimérfico

observada heterocigosidad
(PIC), la frecuencia de alelos nulos (Fnull)
y las probabilidades de exclusién de un
falso progenitor cuando no se conoce
ninglin progenitor (Excll) y cuando se
conoce con seguridad un progenitor
(Excl2) (Tabla 2).

El conjunto de marcadores microsatélites
presenté un promedio de numero de
alelos por locus de 8,273, oscilando entre
4 (OdLAR96) y 14 (Odont02). La He oscild
entre 0,561 (Obo46) y 0,903 (Odont02)
con un promedio de 0,8135. El promedio
de PIC fue 0,7665,

valores mayores a 0,5 muy informativos.

considerandose

Algunos loci presentaron una alta

proporcion de alelos nulos (Fnull>0,1).
Teniendo en cuenta los resultados
obtenidos, se ordenaron los loci de forma
decreciente de He, ya que mayores

indices de este parametro indican un

Locus Na Ho He PIC Excll Excl2 Fnull
Obo02 7 0,8 0,81 0,758 0,411 0,589 -0,0154
Obo05 10 0,632 0,899 0,863 0,598 0,75 0,1621
Obo26 9 0,889 0,844 0,8 0,484 0,656 -0,0483
Obo59 8 0,842 0,863 0,822 0,516 0,684 -0,0024
Obo77 8 0,765 0,868 0,823 0,514 0,683 0,0454

Odont02 14 0,75 0,903 0,869 0,615 0,762 0,0845
Obo46 5 0,176 0,561 0,514 0,167 0,338 0,5217
Obo54 5 0,8 0,797 0,741 0,382 0,561 -0,0349
Obo71 12 0,6 0,862 0,826 0,534 0,699 0,1787

OdLAR95 9 0,579 0,848 0,804 0,485 0,658 0,181

OdLAR96 4 0 0,692 0,612 0,245 0,403 1,000

Tabla 2. Estimadores de diversidad genética y probabilidades de exclusiéon paralos 11
loci analizados. Na, nimero de alelos; Ho, heterocigosidad observada; He, heterocigosidad
esperada; PIC, contenido polimérfico; Excll y Excl2, probabilidades de exclusion tipo 1y 2,

respectivamente; Fnull, frecuencia de alelos nulos.

Locus Pexc acuml Pexcacum2 |1,00
Odont02 0,615 0,762
Obo59 | 0,815 0,925 0.90
Obo26 | 0,904 0974  |gg0
Obo02 0,943 0,989
Obo54 0,965 0,995 0,70
OdLAR9S5 0,982 0,998
Obo71 0,992 0,999 0,60

Pexc acuml

Pexc acum?2

0

2

4

6 8

Tabla 3: Probabilidades de exclusiéon acumulada para los 7 loci seleccionados.
Figura 1: Linea de tendencia de las Pexc acum, con el incremento del nimero de loci.
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mayor polimorfismo y el marcador resulta
mas informativo. Luego se calcularon los
valores de potencial de exclusién
acumulados (Pexc acuml y Pexc acum?2)
a medida que se retiraban marcadores del
analisis, retirando secuencialmente los
marcadores que se encontraban dltimos
en la tabla, hasta llegar a un compromiso
entre un alto poder de exclusiéon (mayor al
95%), con el

marcadores posibles. Ademas, de utilizar

menor numero de
el criterio de contar con una alta He, se
seleccionaron loci que presentaran una
Fnull menor al 10% vy la posibilidad de
agruparlos en dos reacciones multiplex,
segun su tamafio y Ta.

En conclusiébn, se seleccionaron 7
Obo26, Obo59,
Odont02, Obo54, Obo71 y OdLAR95.

Estos presentan un potencial de exclusion

marcadores Obo02,

combinado mayor a 95% (Pexc
acum1=0,992) (Tabla 3; Figura 1) vy
podrian agruparse en dos reacciones
multiplex de tamafios de amplificacion
similares dentro de cada una.
Estandarizacion de dos reacciones
multiplex utilizando los marcadores
seleccionados.

Teniendo en cuenta los resultados

obtenidos en la evaluacion de los
parametros de diversidad, se procedi6 a la
estandarizacion de la amplificacion de los
7 marcadores, en dos reacciones
multiplex, M1 y M2, con 4 y 3
microsatélites respectivamente. En la
reaccion M1 se agruparon los marcadores
Obo02, Obo26, Obo59 y Odont02,
mientras que en la reaccion M2 se
agruparon los marcadores Obo54, Obo71
y OdLAR95. A su vez, se realizdé el
marcado del cebador forward de cada
microsatelite con un fluoréforo diferente
dentro de cada multiplex, se tuvo en
cuenta los rangos de tamafio de cada
marcador, para que no se superpongan
los espectros en los electroferogramas al
analizar todos los microsatélites en una
misma corrida electroforética (Tabla 4).

Para estandarizar las reacciones de

amplificacion M1 y M2, se evaluaron las

condiciones necesarias para la
coamplificacion. Inicialmente las
amplificaciones fueron evaluadas

utilizando geles de agarosa al 3% (p/v)
luego se utilizé el servicio de
secuenciacion de fragmentos Macrogen
Inc. (Corea) para su estandarizacion final.

Se comenzd realizando amplificaciones

Locus M1 | Ta(°C) Ra"§° de Fluoréforo | Locus M2 | Ta(°C) Ra"§° de Fluoréforo
tamaiio (pb) tamaiio (pb)
Obo02 60 108 -150 VIC Obo54 58 190 - 238 PET
Obo26 60 118 - 158 FAM Obo71 60 172 -222 VIC
Obo59 60 120- 148 PET OdLAR95 60 291 - 315
Odont02 61 129-191

Tabla 4. Caracteristicas de los marcadores que componen cada multiplex. Se informa el

fluoréforo utilizado en cada caso.
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para 3 muestras (CH3, CH4 y CH5), de
cada marcador por separado y de manera
conjunta en cada multiplex. Con el
objetivo de evaluar si se producian
cambios en la amplificacion  al
combinarlos.

Mediante la electroforesis en geles de
agarosa se observé la presencia de
producto de amplificacion en todos los
casos, tanto en las reacciones de
amplificacibn simple como en las
combinadas, y dentro del rango de
tamafios moleculares esperados. Sin
embargo, debido a la similitud de tamafio
de los marcadores no fue posible
identificar las bandas correspondientes a
cada uno de ellos. Con excepcion del
marcador OdLAR95, que presenta el
mayor tamafio de amplificacion en la M2.
Ademas, este marcador presenta una
mayor eficiencia de amplificacion. Sin
embargo, se observa una disminucién de
su amplificacion en las reacciones
combinadas, igualandose a la del resto de
los marcadores de la M2 (Figura 2).
Posteriormente se realizaron diluciones
1/5 y 1/10 de los

amplificacion, vy

productos de
fueron analizados

mediante  electroforesis  capilar. Se
observo un mejor resultado utilizando las
diluciones 1/5. Ademas se pudo observar
eficiencias de amplificacion equivalentes
para cada marcador en cada una de las
multiplex (similares alturas de los picos en
los electroferogramas) (Figura 3). Sin
embargo, los marcadores de la Ml
presentan en

conjunto una menor
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Figura 2. Prueba de amplificacion de los
marcadores en reacciones singleplex vy
multiplex. Electroforesis en geles de agarosa
al 3% (p/V). Sobre cada calle se indica el
marcador amplificado por separado (Obo02,
Obo26, Obo59, Odont02 y Obo54, Obo71,
OdLAR95) y de manera conjunta M1 y M2,
para tres muestras CH3, CH4 y CH5. Ademas,
se indican los controles de reactivos
correspondientes. L50: Marcador de peso
molecular Ladder 50 pb precision PB-L, a la
izquierda se indica los tamafios (pb) en el
rango de amplificacion de los marcadores.

eficiencia respecto de los marcadores de
la M2. A pesar de esto, se pudo realizar la
asignacion de alelos para la todas las
muestras.

Luego se realizé la amplificacion por
multiplex de 10 muestras mas, (CH1,
CH2, CH6, CH7, CH8, CH9, CH10, CH11,

CH12 y CH13) en las mismas
condiciones, obteniéndose resultados
similares.
Discusién

Con el fin de desarrollar un test de
genotipado para pejerrey, O. bonariensis,
debimos evaluar los parametros de
polimorfismo y caracterizar los loci
microsatélites en una poblacion no
estructurada y que ajuste a los pardmetros
del equilibrio HW. De acuerdo a Villanova,

et al (2018) se determind a la poblacion
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de la Laguna de Chascomus (Bs. As),
como poblacién natural de referencia.

Se propuso amplificar los loci de manera
conjunta en dos reacciones de PCR
multiplex, con hasta 4 marcadores cada
una. La PCR multiplex permite la
reduccién del tiempo de laboratorio y el
consumo de reactivos costosos, sin
comprometer la utilidad del test. Los
costos de genotipar usando PCR multiplex
son hasta 8 veces menores que usando
PCR singleplex (Guichoux E., 2011). Por
otra parte, se necesita una cantidad
reducida de ADN para determinar el
genotipo de un numero dado de loci
(Karaiskou N, 2008).

Para desarrollar una PCR multiplex es

importante validar plenamente los pares

de cebadores a principios del proceso de
desarrollo, en forma de singleplex, a fin de
evitar la pérdida de tiempo méas adelante
con cebadores ineficientes o loci no
informativos (Guichoux E., 2011). De esta
manera, se evaluaron 13 marcadores
realizando PCR singleplex a ADN de
peces de dicha poblacién. Para la
caracterizacion de los loci mocrosatélites,
a través del estudio de parametros de
diversidad genética, se genotiparon los 20
individuos de la poblacibn natural
mediante asignaciébn de alelos por
electroforesis en geles de poliacrilamida.
Fueron evaluados 11 marcadores, Obo02,
Obo05, Obo26, Obo46, Obo54, Obo59,
Obo71, Obo77, OdLAR95, OdLAR96, vy
Odont02 (Tabla 2). Todos ellos
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Figura 3. Electroforesis capilar de productos de amplificacibn de M1 y M2,
Electroferogramas: (A) reaccién M1 para la muestra CH4. (B) reacciéon M2 para la muestra CH11.

El flur6foro NED se visualiza en color negro.
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presentaron valores de PIC>0,5, indicando
un alto nivel polimérfico. En cuanto a la
He, 2 marcadores resultaron ser poco
polimorficos (He > 0,1) y 9 probaron ser
altamente polimérficos (He > 0,7). La He,
es la heterocigosidad que se esperaria en
condiciones de equilibrio Hardy-Weinberg

y cuantifica la cantidad de variacién
genética debida a loci polimorficos (Nei M,
1973).

determinantes, junto con la frecuencia de

Estos valores fueron

alelos nulos para seleccionar el conjunto
de marcadores a utilizar en el test de
genotipado. Los alelos nulos son
de

mutaciones en una de las zonas de unién

ocasionados por la presencia
de los primers, y pueden presentarse en
frecuencia elevada en algunos loci. Su
presencia conlleva al incorrecto
genotipado de individuos heterocigotos,
considerados errbneamente como
homocigotos, siendo ésta una importante
de En

marcadores con altos indices de alelos

fuente error. consecuencia,
nulos (>0,1) deben ser descartados del
analisis o se deben redisefiar
Es por
marcadores Obo46 y OdLAR96 no fueron

considerados para formar parte del Test.

Sus

cebadores. esto que los

Sin embargo, como la estimacién de

alelos nulos se realiza en base a las

diferencias entre las frecuencias
observadas y esperadas de los individuos
homocigotos, esta directamente sujeta a
la sensibilidad del método utilizado para la
asignacion de alelos. Es por esto que, los
Obo71 y OdLAR95

marcadores se
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incluyeron en el disefio de las reacciones
multiplex a pesar de que presentan Fnull
encima del namero de corte (0,179 y
0,181
debido a la poca diferencia de tamafio que

respectivamente). Posiblemente,
presentan los alelos de cada marcador, 2
y 3 pb, existan alelos consecutivos en
tamanfio, que no estan pudiendo resolverse
mediante la electroforesis en
poliacrilamida tefiida con sales de plata,
generando una subestimacion en el
namero de alelos y sus frecuencias,
repercutiendo en la Fnull. Posteriormente,
mediante el analisis por electroforesis

capilar, se volveran a estimar los

parametros de diversidad y se confirmara

esta informacion y la utilizacion de dichos

marcadores.
Los parametros obtenidos, que
caracterizan a cada uno de los

marcadores presentaron valores similares
a los descriptos en la literatura. En el caso
de los descriptos por Koshimizu et al.
2009, denominados Obo, presentaron, en
general, un menor nimero de alelos, esto
puede deberse a que se utilizé un tamafio
muestral menor, y sobre todo al hecho de
que, dichos marcadores fueron
estandarizados en un grupo de 25
individuos compuesto por ejemplares
provenientes de 3 sitios distintos de
muestreo, donde 9 de ellos provienen de
la Laguna Chascomus. Esto sin dudas
influye en la diversidad de alelos
detectados, ya que distintas poblaciones
pueden presentar alelos diferentes o con

distintas frecuencia de aparicién. En el
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caso del locus Odont02 (Beheregaray y
Sunnucks 2000), también se obtuvo un
menor namero de alelos, en este caso su
caracterizacion se realizd6 en O.
argentinensis y con un extenso tamafio
muestral (N=204). De esta forma pudieron
detectar alelos muy

raros 'y poco

frecuentes (nuevas mutaciones), sin
embargo estos no son informativos para
evaluar la diversidad genética, es mas
importante una precisa deteccion de
frecuencias de alelos para estimaciones
exactas de diversidad. Parece haber
pocos beneficios en el muestreo de mas
de 25 a 30 individuos para estudios
genéticos poblacionales basados en
frecuencias de alelos de microsatélites.
(Hale ML, 2012). En el mismo trabajo,
evaluaron la amplificacion cruzada entre
especies para los mismos marcadores,
resultando en un Na: 7 para un conjunto
de 15 individuos en O. bonariensis. En el
OdLAR95, Villanova (2013)

describe la amplificacion cruzada de los

caso del

marcadores entre distintas especies del
género Odontesthes, la caracterizacion se
realiza en el presente trabajo. En todos los
caso se obtuvieron valores de He
similares, y los rangos de tamafo se
mantuvieron dentro del reportado, con la
excepcion del locus Obo71, que presento
valores por debajo de dicho rango. Para la
decision de con que fluoroforo marcar
cada locus, se utilizé el rango de tamafio
con valores mas extremos, en el Obo71
se considerd el valor experimental como

cota inferior. (Tabla 4)
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Luego se calcularon los valores Pexc
acuml y Pexc acum2, potenciales de
exclusion acumulados, a medida que se
retiraban marcadores del andlisis, hasta
llegar a un compromiso entre un alto
poder de exclusion (mayor al 95%), con el
menor costo de reactivos posible,
relacionado al numero de marcadores a
amplificar. Este parametro resulta de
importancia para la aplicacion de este
Test para estimar grado de parentesco
entre dos generaciones consecutivas
(andlisis de paternidad) o entre dos
individuos cualesquiera (analisis de
parentesco). El estudio del parentesco
existente  entre los  reproductores
disponibles en una estacion de cultivo
permite disefiar los cruzamientos con el fin
de evitar los efectos indeseados de la
depresion consanguinea. ElI aumento en
el indice de endogamia o cosanguinidad,
repercute negativamente en el cultivo ya
gque se ha observado que un aumento en
este indice se refleja en una disminucion
del crecimiento, menor sobrevida de los
alevines y menor capacidad reproductiva.
Los analisis de paternidad y parentesco
requieren la cuidadosa seleccién previa de
mas

los marcadores resolutivos,

estrechamente relacionado con el

polimorfismo, y de mayor potencial de

exclusion, siendo funcién asintética
tendiente a 1 del nimero de locus
utilizados, figura 1. En este caso,

alcanzado un poder de exclusion mayor al
95%, el uso de un mayor numero de

marcadores no aumentaba

. UNCUYO 4»4[ QJ\__

CENTENARIO

DE LA REFORMA UNIVERSITARIA

UNIVERSIDAD




significativamente el poder de exclusion
para justificar el incremento en los costos
de realizar el test con mas cebadores.

De esta forma se seleccionaron 7
marcadores que forman parte de las
multiplex M1 (Obo02, Obo26, Obo59 y
Odont02) y M2 (Obo54, Obo71 vy
OdLAR95), que presentaron en conjunto
un potencial de exclusién acumulado Pexc
acuml1=0,992. Ademas, presentaron un
promedio de alelos por locus de 9,14, una
heterocigosidad esperada promedio de
0,847 y un indice de contenido polimérfico
promedio igual a 0,803.

Con el fin de validar las dos reacciones
multiplex como base del Test de
genotipado, se evaluaran las multiplex M1
y M2 en familias de pejerrey (5 a 10),
para verificar la segregacion mendeliana e
independencia de los marcadores, Yy la
frecuencia de aparicion de alelos nulos.
También se definiran los parametros de
relacion de parentesco entre individuos de
relacion familiar conocida.

Conclusion

En el presente trabajo se realiz6 el disefio
y caracterizacion de dos reacciones de
PCR multiplex para pejerrey O.

bonariensis. Dichas reacciones
constituyen la base del “Test de
genotipado para pejerrey”’ y se basan en
la coamplificacion de 7 loci microsatélites.
El “Test de genotipado para pejerrey”
puede ser aplicado para estudios de
andlisis de diversidad genética y
estructura poblacional y podra ser
andlisis de

utiizado para realizar
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paternidad y parentezco luego de su

validacién en familias.
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